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Oberflachenbehandlungsmittel fur Hartgewebe 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der adhasiven 
Befestigung von Dentalmaterialien auf der Zahnhartsubstanz durch Modifizierung 
der nach der Preparation bzw. dem Atzen vorhandenen Kollagenschicht 

Zur Befestigung von Dentalmaterialien auf der praparierten Zahnhartsubstanz 
werden nach heutigem Stand der Technik durch den Behandler folgende 
Arbeitsschritte durchlaufen: 

1. Anatzen der gesamten Zahnhartsubstanz durch eine Saure ("total-etch- 
Technik"). 

2. Auftragen eines sog. Primers, der oberflachlich in die Zahnhartsubstanz 
einpenetriert. 

3. Auftragen eines sog. Bondings, welches zusammen mit dem Primer eine 
Hybridschicht bildet. 

4. Polymerisation des Bondings (z.B. durch Bestrahlen mit Licht und/oder durch 
Redox-Reaktion). 

5. Aufbringen des Dentalmaterials. 

Urn die Anzahl der anzuwendenden Bestandteile zu verringern, wurden der Primer 
und das Bonding - oder auch Versiegler - zu einer Komponente zusammengefaBt 
(sog. Einflaschen-Bondings, z.B. Prime & Bond 2.1, Fa. Dentsply/Detray, Dreieich). 
Dennoch muss zuerst geatzt und gespult werden, urn die bei der Preparation 
entstandene Schmierschicht - ein Gemisch, das im wesentlichen aus Hydroxylapatit 
und Kollagen besteht - von Hydroxylapatit zu befreien, damit anschlieBend das 
Einflaschen-Bonding mindestens einmal aufgetragen und anschlieBend polymerisiert 
werden kann, bevor das Dentalmaterial zur Anwendung kommt. In der Literatur 
finden sich Hinweise darauf, dass die Effizienz dieser vereinfacht anzuwendenden 
Adhasive in Frage zu stellen ist (R. Frankenberger, N. Kramer, J. Sindel; Dtsch. 
Zahnarztl. Z., 51, (1996), 556-560). Insbesondere die Lebensdauer des Haftver- 
bundes nimmt bei diesem vereinfachten Vorgehen stark ab. 
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Eine andere Vereinfachung des oben beschriebenen Verfahrens zur adhasiven 
Befestigung von Dentaimaterialien besteht darin, den Primer und das Atzmittel zu 
einer Komponente zu kombinieren (sog. selbstatzende Primer; z.B. Etch & Prime 
3.0, Fa. Degussa; Clearfill-Liner Bond 2.0, Fa. Kuraray, Osaka). Diese mussen nur 
5 noch aufgetragen und nicht mehr abgespult werden - sogenanntes "Modifizieren der 
Schmierschichf - , ihnen folgt entweder das zu polymerisierende Bonding (z.B. 
Clearfill-Liner Bond 2.0, Fa. Kuraray, Osaka) oder zumindest aber ein 
Vernetzungsschritt zur Poiymerisation des seibstatzenden Primers, bevor das 
Dentalmaterial verwendet werden kann. 

io Nach dem ersten Arbeitsschritt (Atzung der Zahnhartsubstanz) liegt auf dem Dentin 
ein Netzwerk von freigelegten Kollagenfasern vor. Durch die folgende Applikation 
des Primers bzw. des Bondes (Einflaschen-Variante) entsteht nach erfoigter 
Polymerisation, initiiert durch die Belichtung und/oder Redoxreaktion, eine sog. 
Hybridschicht. Diese Hybridschicht besteht aus Kollagenfasern, die zusammen mit 

15 den ausgeharteten Monomeren des Primers und/oder Bondes ein interpene- 
trierendes Netzwerk bilden. Nach gangiger Lehrmeinung ist diese Hybridschicht 
hauptverantwortlich fur die Haftung zwischen Zahnhartsubstanz und Dentai- 
materialien (N. Nakabayashi et.al., J. Biomed. Mater. Res., 1982, 16, 265-273; R.L 
Erikson, Am. J. Dent. 1989, 2, 117-123; D.H. Pashley, Trans. Acad. Dent. Mater., 

20 1990, 3, 55-73; B.v. Meerbeck, Promotion 1993, Katolieke Universiteit te Leuven). 
Des weiteren wirkt die Hybridschicht als elastischer "Puffer" zwischen Zahnhart- 
substanz und Dentalmaterial, da das Elastizitatsmodul in etwa zwischen beiden 
Materialien liegt. Insgesamt ist die Hybridschicht also ein wesentlicher Bestandteil, 
der zum Erfolg der Preparation und Gesundheit der verbleibenden Zahnhart- 

25 siibstanz entscheidend beitragt. 

Es gibt auch Untersuchungen, die zeigen, dass nicht impragnierte Teilbereiche der 
Kollagenschicht die Verbindung zwischen Zahnhartsubstanz und Dentalmaterial 
schwachen und moglicherweise zu einem beschleunigten Nachlassen dieser 
Verbindung fuhren (J.D. Eick, Proc. Fin. Dent. Soc, 1992, 88 (1 Suppl.), 225-242; N. 
30 Nakabayashi et.al; Dent. Mater., 1992, 8, 125-130). 

Urn eine gute Hybridschicht am Dentin zu erreichen, ist eine vollstandige Benetzung 
aller Kollagenfasern und damit die Beachtung und pedantische Einhaltung der 
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Hersteliervorschriften notwendig (B.v. Meerbeck et.al., Dtsch. Zahnarztl. Z. 1 994, 49, 
977-984). Die Benetzung der Kollagenfasern mit den verschiedenen Bonding- 
materiaiien ist aber von verschiedenem Faktoren, wie beispielsweise der Dicke und 
Trockenheit der Kollagenschicht, der Faserlange und Hydrophilie der Bonding- 
5 Monomermatrix abhangig. Hinzu kommt, dass der Kollagenanteil in der Zahnhart- 
substanz und je nach individueller Charakteristik des Patienten unterschiedlich bzw. 
variabel ist. Damit ist die Herstellung eines guten Haftverbundes in der 
zahnarztlichen Praxis eine extrem technik- und substanzsensitive Arbeit, die nur 
selten zu vorhersagbaren Ergebnissen fuhrt (J. Perdigao et.al., DentMater., 1997, 
10 13, 218-227; B.v. Meerbeck et.al., Philip Journal, 1997, 9-10, 313-315). 

Die US-A-5 762 502 beschreibt eine Methode bei der entweder die nach der 
Preparation entstandene Schmierschicht durch Behandlung mit Metailoproteinasen 
Oder Kollagenasen entfernt werden kann (Ersatz des Atzschrittes) oder aber nach 
dem Atzen das freiliegende Kollagen durch diese Enzyme vollstandig entfernt wird. 
15 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist, es die aus dem Stand der Technik 
bekannten Probleme zu vermeiden und ein verbessertes Oberflachenbehandlungs- 
mittel fur Hartgewebe bereitzustellen. 

Gelost wird die Aufgabe durch Bereitstellung eines Oberflachenbehandlungsmittels 
fur Hartgewebe, umfassend mindestens ein Enzym und ein die Enzymaktivitat 

20 begrenzendes Mittel. Bei Anwendung des Mittel verbleibt dieses auf dem 
Hartgewebe, wobei die Enzymaktivitat zeitlich und/oder ortlich begrenzt wird. 
In Abhangigkeit von der konkreten Ausfuhrungsform wird das Oberflachenbehand- 
lungsmittel der vorliegenden Erfindung erst durch Mischen der einzelnen 
Bestandteile, insbesondere des Enzyms und des die Enzymaktivitat begrenzenden 

25 Mittels, unmittelbar vor der Anwendung bzw. beim Auftragen der einzelnen 
Bestandteile auf die zu behandelnde Oberflache gebildet. 

Mit den Begriffen „umfassen" oder „enthalten" wird eine nicht abschlieBende Aufzah- 
lung von Merkmalen eingeleitet. Der Umstand, dass in den Anspruchen das Wort 
"ein". vor Nennung eines Merkmals verwendet wird, schlieBt nicht aus, dass die ge- 
30 nannten Merkmale mehrmals vorhanden sein konnen, im Sinne von "mindestens 
ein". 
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Die erfindungsgemaBen Oberfiachenbehandlungsmittel konnen beispielsWeise in 
Bondingformuiierungen in Kombination mit einem aktivitatsterminierenden Mecha- 
nismus eingesetzt werden, so dass das oder die Enzyme auf der Zahnhartsubstanz 
verbleiben konnen, ohne diese zu schadigen. 

Die erfindungsgemaBen Oberfiachenbehandlungsmittel weisen unter anderem die 
folgende Vorteile auf: 

Im Gegensatz zum Stand der Technik muss die Enzymlosung nicht jedesmal 
separat aufgetragen und abgespiilt werden. Dadurch werden dem Zahnarzt und 
dem Patienten drei zusatzliche Schritte (Auftragen einer Enzymlosung, Einwirken 
und anschlieBendes Abspulen) erspart, die Behandlung verkiirzt und vereinfacht 
(anerkanntermaBen fuhrt die Komplexitat der klassischen vier Schritt Bonding 
Prozedur des ofteren zu Fehlern und schlechten klinischen Ergebnissen). 
Ein weiterer Vorteil gegeniiber dem Stand der Technik ist das Behalten der, fur die 
Versiegeiung und fur die Haftung an der Zahnhartsubstanz wichtigen Hybridschicht, 
die auch noch eine wesentliche Funktion als elastischer Puffer zwischen Zahn und 
Dentaimaterial hat. Dies muss man sich dergestalt vorstellen, dass der Aufbau der 
Schichten mineralisiertes Dentin - Hybridschicht - Bonding - Dentaimaterial uber 
einen Hartegradienten erfolgt, bei dem die Hybridschicht die wesentlich 
"Vermittlerrolle" ubernommen hat. 

SchlieBlich besteht bei den erfindungsgemaBen Oberflachenbehandlungsmitteln nun 
nicht mehr die Gefahr, dass bei unvollstandigem Abspulen der verwendeten 
Enzymlosung diese zumindest teilweise auf dem Zahn verbleibt und dort - auch 
unter dem aufgebrachten Bonding - die Zahnhartsubstanz durch Abbau des 
vorhandenen Kollagens im angrenzenden Dentin schadigt. 

Dass durch zu iangen Verbleib von Kollagenase auf freigelegtem Dentin der 
Verbund tatsachlich stark geschadigt wird, ist in der vorliegenden Erfindung durch 
die Vergleichsbeispieie und Abbildung 1 gezeigt. 

Die Erfindung stellt ferner eine Methode zur Verfugung, bei der einerseits die 
Bondingprozedur des Standes der Technik vereinfacht und verkurzt wird, und 
andererseits eine wesentliche Verbesserung von Haftwerten, Techniksensitivrtat und 
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AnflieBverhalten an die mineralisierte Dentinoberflache unter Beibehaltung der 
Hybridschicht erreicht wird. 

Durch das Zerkleinern oder Modifizieren der Kollagenfasern durch Proteasen, 
erreicht man eine gleichmaBigere und immer gleiche Gestaltung der zu benetzenden 
5 Oberflachen. Da der Diffusionswiderstand der Monomermoiekule des Primers bzw. 
Bondings gegen zerkleinerte oder modifizierte Kollagenfasern wesentlich geringer 
ist, kann die Ausbildung einer guten Hybridschicht schneller und vollstandiger 
erfolgen. Es ergibt sich ein immer gleiches und verbessertes AnflieBverhalten, was 
eine vollstandige Benetzung der mineralisierten Dentinoberflache und damit auch 
io eine geringere Sensitivitat der Bondingtechnik zur Folge hat. In Konsequenz erhalt 
man eine Verbesserung der klinischen Sicherheit der gesamten Fullung bei 
verbesserter Haftung. Des weiteren wird der Erhalt der Hybridschicht, mit all ihren 
oben genannten Vorteilen gewahrleistet. 

Durch die erfindungsgemaBe Verwendung der Enzyme lassen sich die Haftwerte 
15 von Fuilungsmaterialien an Zahnen bzw. dem Bonding erhohen und die Standard- 
abweichung bei den Messungen erniedrigen, wodurch die Bereitstellung von 
Formulierungen moglich wird, die reproduzierbarere Ergebnisse iiefern.. 
Ein weiterer Vorteil der Erfindung liegt in dem verkurzten Verfahren, das den Einsatz 
der Enzyme direkt in den Bonding- oder Versieglermaterialien ermoglicht und damit 
20 dem behandelndem Arzt hilft, moglich Fehler zu vermeiden und fur den Patienten 
die Behandlungszeit verkurzt. 

Im foigenden wird die Erfindung naher beschrieben, wobei der Begriff Enzym sowohl 
proteolytische Enzyme, als auch Proteasen umfasst. 

Als Proteasen kommen prinzipiell solche in Betracht, die fahig sind Kollagenfasern, 
25 wie sie im Zahnhartmaterial vorkommen, zu zerschneiden, und/oder solche, die 
fahig sind, die Kollagenfasern so zu verandem, dass diese ein verbessertes 
Loslichkeitsverhalten zeigen. Unter dem Begriff Proteasen gruppieren sich all jene 
Enzyme, die Proteine proteolytisch zu verandem vermogen. Zu den Proteasen 
gehoren z.B. Peptidasen, Peptidylpeptidasen, Dipeptidasen, Dipeptidylpeptidasen, 
30 Oligopeptidasen, Proteinasen, Endopeptidasen, Exopeptidasen. Eine Kiassifizierung 
von Proteasen kann auch hinsichtlich der an der proteolytischen Katalyse beteiligten 



WO 01/37787 



PCT/EP00/11187 



6 

Aminosauren oder Cofaktoren erfolgen. So unterscheidet man zwischen 
Serinpeptidasen, Cysteinpeptidasen, Aspartatpeptidasen und Metallopeptidasen und 
deren Unterklassen. Eine aktuelle Ubersicht an proteolytisch wirksamen Enzymen 
wird in A. J. Barrett, N. D. Rawlings, J. F. Woessner, Handbook of Proteolytic 

5 Enzymes, Academic Press, San Diego, 1998 gegeben, in der auch Prqteasen 
genannt sind, die bisher noch nicht bestimmten Proteaseklassen zugeordnet werden 
konnten. Diese Aufzahlung der erfindungsgemaBen Proteasen ist beispielhaft und in 
keiner Weise limitierend im Sinne der Erfindung zu verstehen. Oblicherweise 
verfugen Proteasen uber definierte Wirkungsorte. So werden je nach Protease nur 

10 definierte Bereiche der Koliagenfasem angegriffen. Proteasen ermoglichen somit 
eine kontroliierte ortsspezifische Verwendung. Dariiber hinaus kann die Aktivitat von 
Proteasen zeitlich zielgerichtet gesteuert werden, wohingegen die chemische 
Reaktion der chemischen Agentien bis zum vollstandigen Verbrauch ablauft. 

Proteasen konnen im Sinne der Erfindung einzeln oder in Kombination mit anderen 
15 Proteasen eingesetzt werden. 

Fur den Einsatz der Enzyme kommen prinzipiell die folgenden Mogiichkeiten und 
deren Kombinationen in Betracht: 

«» In einem separat aufgetragenen Conditioner, der Oblicherweise neutral, ggf. auch 
sauer oder basisch sein kann; 

20 • In einem ublichen fur Bondings verwendeten Primer; 

» In einem selbstatzenden Primer; 

• In einem sogenannten One-bottel-bond; 

In einem selbstatzenden Bonding, sogenannten one-step bond oder auch all-in- 
one-adhasiv; 

25 Zusatzlich zu Enzymen konnen auch chemische Agentien eingesetzt werden, die 
Proteine zerschneiden oder in der Struktur zu verandem vermogen. Beispielhaft 
seien N-halogenierte Amine, Hypochlorit, H 2 0 2 genannt. 

Das Oberflachenbehandlungsmittel enthalt gegebenenfalls femer eine oder mehrere 
Substanzen gewahlt aus: . Fullstoffen, insbesondere Permanent-Fullstoffen, 
30 Farbstoffen, FlieBmodifikatoren, Stabilisatoren, Losungsmittel, ionenabgebende 
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Substanzen, bakterizid oder antibiotisch wirksame Substanzen, die Rontgenopazitat 
erhohende Verbindungen oder weitere Modifikatoren. 

Geeignete Initiatoren umfassen Campherchinon in Kombination mit Aminen 
(aromtische Amine), 1,2-Diketone und (Mono, Bis und Tris)-Acylphosphinoxide. 
Geeignete radikalbildende Initiatoren sind in der Literatur beschrieben (z. B. J.-P 
Fouassier, Photoinitiation, Photopolymerization and Photocuring, Hanser Publishers, 
Munich, Vienna, New York, 1995 oder auch J.-P Fouassier, J. F. Rabek (Hrsg.), 
Radiation Curing in Polymer Science and Technology, Vol. II, Elsevier Apllied 
Science,, London, New York, 1993). Sie konnen durch UV- oder sichtbares Licht 
aktivierbare Substanzen sein, wie Benzoinalkylether, Benzilketale, 
Acylphosphinoxide oder aliphatische und aromatische 1 ,2-Diketonverbindungen, 
beispielsweise Campherchinon, wobei die Katalysatoraktivitat durch Zusatz von 
Aktivatoren, wie tertiaren Aminen oder organischen Phosphiten, in an sich bekannter 
Weise beschleunigt werden kann. 

Geeignete Initiatorsysteme zur Auslosung der radikalischen Polymerisation uber 
einen Redox-Mechanismus sind beispielsweise die Systeme Peroxid/Amin, 
Peroxid/Barbitursaurederivate oder Peroxid/Sauren u. dergl. Bei Verwendung 
solcher Initiatorsysteme ist es zweckmaBig, einen Initiator (z. B. Peroxid) und eine 
Katalysatorkomponente (z. B. Amin) getrennt bereitzuhalten. Die beiden 
Komponenten werden dann kurz vor ihrer Anwendung miteinander homogen 
gemischt. 

Polymerisierbare Substanzen umfassen insbesondere mono- oder polyfunktionelle 
Acrylate und Methacryiate, wie sie in der EP-A-0 480 472 beschrieben sind. 
Ebenfalls verwendbar sind funktionalisierte Monomere mit endstandigen Acrylat- 
oder Methacrylatgruppen, wie sie in der DE-A-2 312 559 und der EP-A-0 219 058 
beschrieben sind. Typische Vertreter dieser Verbindungs-kiasse (DE-A-4 328 960) 
sind Alkyl(meth)acrylate, einschlieBlich der Cycloalkyl(meth)acrylate, Aralkyl(meth)- 
acrylate und 2-Hydroxyalkyl(meth)acrylate, beispielsweise Hydroxypropyl- 
methacrylat, Hydroxyethyimethacrylat, Isobornyl-acrylat, Isobornylmethacrylat, 
Butylgiycolmethacrylat, Acetylglykolmethacrylat, Triethylenglycoldimethacrylat, 
Polyethylenglycoldimethacrylat, 2-Phenylethylmeth-acrylat, 2-Ethylhexylmethacrylat, 
Cyclohexylmethacrylat, Laurylmethacrylat und Hexandioldi(meth)acrylat. Verwendet 
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werden kdnnen auch die langkettigen Monomere, wie sie in der US-A-3 066 112 
beschrieben sind, auf der Basis von Bisphenol-A und Glycidylmethacrylat oder deren 
durch Addition von Isocyanaten entstandene Derivate. Geeignet sind auch 
Verbindungen des Typs Bisphenyl-A-diethyloxy(meth)acrylat und Bisphenol-A- 
5 dipropyloxy(meth)acrylat. Weiterhin konnen die oligoethoxylierten und oligoprop- 
oxyiierten Bisphenol-A-diacryl- und -dimethacrylsaureester Verwendung finden. Gut 
geeignet sind auBerdem die in der DE-A-2 816 823 genannten Diacryl- und 
Dimethacrylsaureester des Bis(hydroxymethyl)-tricyclo[5.2.1.0 2,6 ]-decans und die 
Diacryl- und Dimethacryl-saureester der mit 1 bis 3 Ethylenoxid- und/oder 
10 Propyienoxideinheiten veriangerten Verbindungen des Bis(hydroxymethyl)-tricyclo 
[5.2.1.0 2,6 ]-decans. Es konnen auch Mischungen der genannten Monomeren 
verwendet werden. Besonders geeignet sind Methacrylate, wie Bis-GMA, HEMA, 
TEGDMA, Plex 6661 und saure Methacrylate, wie 4-META. 

Geeignete Fullstoffe sind beispielsweise Aerosile (Aerosil 200, COK 84 von 
15 Degussa), Quarze, Glaser insbesondere desaktivierte bzw. nicht basische G laser, 
Fallungskieselsauren (HDKH). 

Geeignete Stabilisatoren umfassen Radikalfanger, wie substituierte oder nicht- 
substituierte Hydroxyaromaten, insbesondere Methoxyphenol oder Jonol, HALS 
(Hinderd Amine Light Stabilizers), Schwermetallf anger, wie EDTA und losliche 
20 Sulfate. 

Bei den ionenabgebenden Substanzen sind solche bevorzugt, die die Freisetzung 
von Fluoridionen ermoglichen, wie Fluoridsalze der ersten oder zweiten 
Hauptgruppe, wie Natriumfluorid oder Calciumfluorid, oder komplexe Fluoridsalze, 
wie KZnF 3 , oder wie sie in der EP-A-0 717 977 beschrieben werden, Fluorid 

25 abgebende Glaser sowie Mischungen dieser Fluroridionenquellen. 

Als bakterizid oder antibiotisch wirksame Substanzen konnen beispielsweise 
Chlorhexidin, Pyridinumsalze oder die ublichen pharmazeutischen Substanzen, wie 
B-Lactamantibiotika (Penicilline), Cephalosporine, Tetracycline, Ansamycine, 
Kanamycine, Chloramphenicol, Fosfomycin, antibakterielle Makrolide, Poiypeptid- 

30 Antibiotika, Chemotherapeutika, wie Sulfonamide, Dihydrofolatreduktase- 
Hemmstoffe, Nitrofuran-Derivate oder Gyrasehemmer verwendet werden. 
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Fur die Wah! und Durchfuhrung des aktivitatsterminierenden Mechanismus ist es im 
wesentlichen entscheidend, welches Enzym fur die proteolytische Modifizierung des 
Kollagens verwendet wird. 

Im folgenden werden einige bevorzugte Ausfuhrungsformen genannt, die die Aus- 
fuhrung der Erfindung prinzipiell erklaren, wobei auch diese Ausfuhrungsformen in 
keiner Weise limitierend oder die Erfindung beschrankend zu verstehen sind. 
Eine Moglichkeit die Erfindung auszufuhren ist beispielsweise die Anderung des pH- 
Wertes der "Arbeitsumgebung" der Protease. 

Verwendet man beispielsweise von Clotridium histolytikum eine Clostridiopeptidase 
A mit einem pH-Optimum urn 7,0 so kann durch Absenken des pH-Wertes durch 
beispielsweise Zusatz von Sauren zu der verwendeten Mischung die Aktivitat der 
verwendeten Protease beendet werden. 

In einer anderen Ausfuhrungsform kann das Enzym beispielsweise in bzw. mit 
einem neutralen Primer aufgetragen werden und wird nach der notwendigen 
Einwirkzeit mit dem sauren Bond uberschichtet. 

Eine weitere Ausfuhrungsform liegt beispielsweise im Zusatz von saurebildenden 
Photopolymerisationsinitiatoren, wie sie in der WO-98/47046 oder in der DE-A-197 
36 471 und DE-A-197 43 564 beschrieben sind. Diese werden durch einen 
Belichtungsschritt aktiviert und sorgen so fur eine Absenkung des pH-Wertes. 
Werden sauresensible Proteasen verwendet, so sollte die zur Aktivitatsterminierung 
notwendige pH-Absenkung, ausgehend vom pH-Optimum der jeweiligen Protease 
oder Proteasegemisches, soweit erfolgen, bis die Aktivitatsterminierung erreicht ist. 
Dies kann in einer, zwei, drei, vier, funf, sechs, sieben oder acht pH-Stufen erreicht 
werden. Welche pH-Stufen bevorzugt, bzw. besonders bevorzugt sind, hangt von 
der jeweilig zur Anwendung gebrachten Protease oder Proteasemischung ab (A. J. 
Barrett, N. D. Rawlings, J. F. Woessner, Handbook of Proteolytic Enzymes, 
Academic Press, San Diego, 1998). 

Andererseits kann man auch beispielsweise bei saurem pH-Milieu arbeitende 
Enzyme wie Pepsin verwenden. Da diese bei einem pH-Wert von 1 bis. 5 arbeiten, 
konnen sie direkt in der sauren Bondingrezeptur eingesetzt werden. " 
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Die "Abschaltung" der Proteaseaktivitat erfolgt durch Neutralisation der sauren 
Komponenten im Bonding durch den Hydroxylapatit-Anteil des Dentins. Der pH- 
Wechsel fuhrt hier einerseits zu einer Aktivitatsterminierung des Pepsins und 
andererseits wird Pepsin bei einem pH groBer pH 7 irreversibel inaktiviert (A. J. 
Barrett, N. D. Rawlings, J. F. Woessner, Handbook of Proteolytic Enzymes, 
Academic Press, San Diego, 1998, S. 810. 

Bei dieser Art der Ausfuhrungsform der Erfindung ist bei der Verwendung einer 
definierten Protease ableitbar, welcher Art die pH-Wertanderung sein muss, urn die 
Aktivitatsterminierung zu erreichen. 

Eine weitere Moglichkeit der Erfindungsausfuhrung liegt in der ortlichen Begrenzung 
der Proteasewirkung. Dies kann beispielsweise in der Derivatisierung der Protease 
mit groBen Molekuien wie Agarose (z.B. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Katalog 1999, 
P3286) oder durch Kopplung der Proteasen an in Bonding allgemein verwendeten 
Fullstoffen wie Quarze, Glaser oder Kieselgele (Herstellung der Enzymderivate 
beispielsweise nach J. Chem. Technol. Biotechnol., 1992, 54 (3), 215 -21) erfolgen. 
Prinzipiell ist jede Derivatisierung geeignet, die die Diffusion der Protease 
herabsetzt. 

Die Herabsetzung der Diffusion kann, muss aber nicht, mit einem aktivitats- 
terminierenden Mechansimus kombiniert werden. Eine proteolytisch aktive Protease 
kann in der Hybridschicht oder im Haftverbund zwischen Zahnhartsubstanz und 
Dentalmaterial verbleiben, wenn durch eine Diffusionshemmung sichergestellt wird, 
dass die Protease mit seiner proteolytischen Aktivitat nicht in tiefere Schichten 
vordringen kann. Vorteilhaft ist es wenn die Protease daran gehindert wird, 
unkontrolliert in tiefere Schichten der Zahnhartsubstanz vorzudringen. 
Eine andere Moglichkeit der ortsspezifischen Fixierung der verwendeten Proteasen 
ist der Einbau der Proteasen in die Poiymermatrix des Primers, und/oder des 
Bondes. 

Beispielsweise ist hier die Derivatisierung mit Monomermolekulen, die fahig sind, mit 
den Molekuien der Primer oder/und Bondingmatrix chemische Bindung einzugehen, 
moglich. Dies kann in radikalisch polymerisiernden Systemen, beispielsweise durch 
Modifizierung der Proteasen mit Methacrylsaurederivaten, erreicht werden. 
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Es ist aber auch eine Addition oder Kondensation uber funktionelle Gruppen der 
Proteasen selbst, beispielsweise uber NH 2> SH, COOH, oder C-C-Doppelbindungen 
denkbar. Bei kationischen Systemen ist beispielsweise auch die Addition von 
beispielsweise NH 2 - oder SH-Gruppen direkt an ein Epoxidmonomer der Matrix 
5 moglich, so dass hierfiir nicht einmal eine Derivatisierung der eigentlichen Protease 
notwendig ist. Vorteilhaft ist es, wenn die Protease chemisch in die Polymermatrix 
eingebunden wird. 

Die ortspezifische Fixierung der Protease durch chemische Einbindung in die 
Polymermatrix kann, muss aber nicht, mit einem aktivitatsterminierenden Mechanis- 

io mus kombiniert werden. Eine proteolytisch aktive Protease kann in der Hybridschicht 
oder im Haftverbund zwischen Zahnhartsubstanz und Dentalmaterial verbleiben, 
wenn durch die chemische Einbindung in die Polymermatrix sichergestellt ist, dass 
die Protease mit seiner proteolytischen Aktivitat nicht in tiefere Schichten vordringen 
kann. Vorteilhaft ist es, wenn die Protease daran gehindert wird, unkontrolliert in 

15 tiefere Schichten der Zahnhartsubstanz vorzudringen. 

Eine weitere Moglichkeit die Aktivitatsterminierung der verwendeten Proteasen 
durchzufuhren liegt in einer kurzzeitigen, fur die Zahnhartsubstanz nicht schadlichen 
Erhohung der Temperatur. Dies kann beispielsweise durch Zufuhrung von Energie 
aus einer externen Quelle (beispielsweise ubliche Warmequellen, ubliche verwendet 

20 Polymerisationslampen, wie Elipar Trilight (Fa. Espe, Seefeld), aber auch 
Plasmalampen oder Laser oder elektromagnetische Strahier, oder Ultraschall, aber 
auch durch Erzeugung von chemischer Energie, wie die Polymerisationswarme 
eines nachtraglich aufgebrachten Fullungsmaterials selbst erfolgen. 
Eine andere Moglichkeit der Aktivitatsterminierung liegt in dem Zusatz von redox- 

25 aktiven Substanzen. Diese werden beispielsweise durch Belichtung des 
Primers/Bondings/Versieglers aktiviert und zerstoren dann die Protease auf 
chemischem Wege. Als Beispieie fur diese redoxaktiven Substanzen seien Radikal- 
bildner wie ubliche radikalbiidende Initiatoren genannt. Diese sind in der Literatur 
beschrieben (z. B. J.-P Fouassier, Photoinitiation, Photopolymerization and 

30 Photocuring, Hanser Publishers, Munich,. Vienna, New York, 1995 oder auch J.-P 
Fouassier, J. F. Rabek (Hrsg.), Radiation Curing in Polymer Science and 
Technology, Vol. II, Elsevier Apllied Science, London, New York, 1993). Diese 
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konnen durch UV- oder sichtbares Licht aktivierbar sein, wie beispielsweise 
Benzoinalkylether, Benzilketale, Acylphosphinoxide oder aliphatische und 
aromatische 1 ,2-Diketonverbindungen, beispielsweise Campherchinon, wobei die 
Katalysatoraktivitat durch Zusatz von Aktivatoren, wie tertiaren Aminen oder 
5 organischen Phosphiten, in an sich bekannter Weise beschleunigt werden kann. 

Geeignete Initiatorsysteme zur Auslosung der radikalischen Polymerisation uber 
einen Redox-Mechanismus sind beispielsweise die Systeme Peroxid/Amin, 
Peroxid/Barbitursaurederivate oder Peroxid/Sauren. Bei Verwendung solcher 
initiatorsysteme ist es zweckmaBig, einen Initiator (z. B. Peroxid) und. eine Kataly- 
10 satorkomponente (z. B. Amin) getrennt bereitzuhalten. Die beiden Komponenten 
werden dann kurz vor ihrer Anwendung miteinander homogen vermischt. 

Eine weitere Moglichkeit der Aktivitatsterminierung liegt in der Hemmung von 
enzymaktivitatsentscheidenden Gruppen, Substanzen oder Cofaktoren. 

Beispielsweise konnen die Metalle von Metal lopeptidasen durch beispielsweise 
15 ubliche Kompiexbildner, wie Chelatisierungsmittel, wie EDTA oder seine Salze, 
kompiexiert werden. Bei dieser Ausfuhrungsform der Erfindung kommt es darauf an, 
das die Affinitat des zugesetzten Komplexbildners zum Targetmetall hoher als die 
der Protease zu dem Metall ist. Bevorzugt sind Kompiexbildner mit einer hohen 
Affinitat gegenuber bivalenten Kationen, besonders bevorzugt solche mit einer 
20 hohen Affinitat gegenuber Zink, Cobalt, Eisen oder Mangan. Die Kompiexbildner 
werden mindestens in aquimoiaren Mengen eingesetzt. Enthalten die verwendeten 
Metallopeptidasen zwei, cokatalytisch wirkenden Metallionen (Cobalt und Mangan 
basierende und einige der Zink basierenden Metallopeptidasen), so konnen die 
Kompiexbildner zur besseren Wirkung auch im Molverhaltnis zwei zu eins berechnet 
25 auf Metallionen eingesetzt werden. 

Eine weitere Moglichkeit zur Inhibierung dieser Proteasen iiegt in der Zugabe von 
lonen die schwerlosliche Salze mit den genannten lonen bilden, wie Hydroxy-, 
Sulfid-, Phosphat-, Sulfat- oder Carbonationen. 

Eine andere Aktivitatsterminierung ist bei soichen Proteasen moglich, deren 
30 katalytische Aktivitat von Thiolgruppen oder Hydroxylgruppen abhangig ist. Hier ist 
es moglich, durch ubliche Oxidationsmittel oder durch kovalente Modifikation z.B. 
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Alkylierungsmittel, eine Aktivitatsterminierung der proteolytischen Aktivitat der 
Proteasen zu erreichen. 

Auch ist es mdgiich, eine Aktivitatsterminierung durch Zugabe von kommerziell 
erhaltiichen Proteaseinhibitoren bzw. deren Mischungen, wie Pepstatin A (Fa. 
5 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Katalog 1999) zu erreichen. 

In dieser Ausfuhrungsform der Erfindung wird die Proteasehemmer-Mischung nach 
ausreichender Einwirkzeit der verwendeten Protease, bzw. der Proteasemischung 
mit der Protease bzw. Proteasemischung in Kontakt gebracht und ebenfalls auf der 
Zahnhartsubstanz beiassen. 

10 Eine weitere Moglichkeit zur Aktivitatsminimierung ist der nachgeschaltete Einsatz 
eines weiteren Enzyms, das nicht in der Lage ist, Kollagen zu zerschneiden oder 
modifizieren. Dieses weitere Enzym muss dann in der Lage sein, das kollagen- 
abbauende bzw. -modifizierende Enzym zu desaktivieren. 

Proteasen konnen entweder in einem separaten Schritt aufgetragen oder bevorzugt 
15 direkt in den Versiegiern oder Bondings bzw. auch Primern oder Conditionem 
eingesetzt werden. Selbstverstandlich ist auch eine Kombination der oben gezeigten 
Ausfuhrungsformen moglich. Ebenfalls kann auch eine chemische und/oder 
physikalische Aktivitatsterminierung im Sinne einer Denaturierung des Enzyms 
durch allgemein bekannte Methoden wie z.B. Saurefallung, Aussalzen, Hitzefallung, 
20 Losungsmittelkoagulation bzw. Strukturveranderung ( gleichbedeutend im Sinne des 
gesagten) oder Koaguiation durch Schwermetallzusatz moglich. 

Werden die Proteasen in einer separaten Losung eingesetzt, so haben die Losun- 
gen beispielsweise eine Konzentration von 0,001 mg/ml bis 10 mg/ml bevorzugt von 
0,001 mg/ml bis 1 mg/ml besonders bevorzugt von 0.01 mg/ml bis 0,2 mg/ml. 

25 Als Losungsmittel konnen alle wassrigen und organischen Losungsmittel eingesetzt 
werden, die die Aktivitat der Enzyme nicht soweit beeintrachtigen, dass deren 
erfindungsgemaBe Einsatz unmoglich gemacht wird. Bevorzugt sind wassrige 
Losungen mit oder ohne Puffersysteme wie entionisiertes Wasser, Phosphat-Puffer, 
Tris-Puffer, und Glycin-Puffer. Geeignet sind auch Losungsmittel, wie Dialkylketone 

30 (z. B. Aceton, Methyl-ethylketon), Acetylaceton oder Alkohole (z. B. Ethanol, 
Propanol) oder auch dunnflieBende polymerisierbare Substanzen wie 2- 
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Hydroxyethylmethacrylat oder (2,3-Epoxypropyl)-methacrylat sowie Mischungen 
davon. 

Werden die Enzyme direkt im Versiegler oder im Bonding eingesetzt, so haben die 
Losungen beispielsweise eine Konzentration von 0,001 mg/ml bis 20 mg/mi 
5 bevorzugt von 0,001 mg/ml bis 1 mg/ml besonders bevorzugt von 0.01 mg/ml bis 0,2 
mg/ml. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher beschrieben. 

Vorbereitunq der Rinderzahne 

10 Pro Versuch werden fiinf nach dem Extrahieren tiefgefrorene Rinderzahne 
aufgetaut, von restiichem Zahnfleisch gereinigt und die Wurzel durch Absagen mit 
einer Diamantsage abgetrennt. Die noch verbleibende Pulpa wird mit Hilfe einer 
Pulpanadel entfemt und die Zahne dann mit Leitungswasser gespult. Plane 
Dentin oberflach en werden durch labiales Schleifen der Zahne an einer 

15 wassergekuhlten Diamantschleifmaschine erhalten. Die Zahne werden dann so in 
Silikon eingebettet, dass die abgeschiiffene, gut feucht gehaltene Oberflache nach 
oben zeigt und erst dann noch mal mit einem feinen Siliziumcarbidschleifpapier 
nachgearbeitet. Dann wird auf jeden Zahn ein Wachsplattchen aufgeklebt, welches 
eine Ausstanzung von 6 mm Durchmesser hat (Pruffeld). Die so erhaltenen 

20 Prufkorper werden in Anlehnung an das praxisubiiche Vorgehen ("Ail-etch-Technik") 
mittels einer ublichen Phosphorsaurelosung (Atzgel Minitip®, Fa. ESPE Dental AG, 
Seefeld) fur 20 Sekunden angeatzt und anschlieBend mit Wasser grundlich 
abgespult. 

25 Ausfuhrunqsbeispiel 1 

Aktivitatsterminierung durch pH-Anderung 

Rinderzahne wurden entsprechend dem oben beschriebenen Verfahren vorbereitet. 
AnschlieBend wurden in einer wassrigen Losung 20 ug Kollagenase aus Clostridium 
histolytikum Typ la (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Katalog 1999) in 5 pi 
30 entionisierten Wasser in das Pruffeld aufgebracht und gleichmaBig verteilt. Nach 
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fiinfminutiger inkubation wurde das saure Pertac Universal Bond (Fa. ESPE Dental 
AG, Seefeld) nach Hersteilervorschrift aufgebracht und nach Herstellervorschrift 
ausgehartet. AnschlieBend wurde die Bondingschicht mit 50 ul entionisierten 
Wasser uberschichtet. Nach einer Stunde wurden 40 ul von der Probe auf der 
Bondingschicht mit einer Pipette aufgenommen und zu einer Reagenzlosung zur 
Bestimmung der Kollagenase-Aktivitat gegeben. In 960 ul Dinatriumhydrogen- 
phosphat-Losung (pH 7,0; 100 mM) befand sich 50 ug fluoreszenzmarkierte Gelatine 
(Fa. Molecular Probes, Gottingen). Die Gegenwart von Kollagenase-Aktivitat ist an 
der Zunahme der Fluoreszenz beobachtbar. Die Anregungswellenlange war nach 
Herstellervorschrift 495 nm und die Fluoreszenzemission wurde nach Hersteller- 
vorschrift bei 515 nm in einem Fluoreszenzphotometer der Fa. Kontron (SFM 25) 
gemessen. Es konnte keine Kollagenase-Aktivitat gemessen werden. 
Durch Uberschichten der Kollagenase mit einem sauren Bonding wird die Aktivitat 
des Enzyms, das ein pH-Optimum im Bereich von pH 7 aufweist, deaktiviert. 

In einem Kontrollversuch wurden 20 ug Kollagenase in 50 ul Dinatrium- 
hydrogenphosphat-Losung (pH 7,0; 100 mM) auf eine ausgehartete Bondingschicht 
aufgebracht. Nach einer Stunde wurde die Kollagenase-Aktivitat bestimmt. Innerhalb 
einer Minute nahm die relative Fluoreszenz urn iiber 100 % zu. In einem weiteren 
Kontrollexperiment wurde die ausgehartete Bondingschicht direkt mit 50 ul der 
fluoreszenzmarkierten Gelatine-Losung uberschichtet. Es konnte keine 
Kollagenase-Aktivitat nachgewiesen werden. 

Die durch das Pertac Universal Bond bedingte Versauerung hat die Kollagenase- 
Aktivitat terminiert. 

Ausfuhrunqsbeispiel 2 
Aktivitatsterminierung durch pH-Anderung 

2,5 ml einer Pepsinlosung (1 0 ug/ml) in einem 20 mM Dinatriumhydrogenphosphat- 
puffer (pH 2,0) wurden zu 1 g gemahlenem Rinderdentin gegeben und dort unter 
Schutteln fur 20 min belassen. AnschlieBend wurde die Mischung fur 1 min in einer 
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Heraeus Biofuge Pico bei 1 0.000 rpm zentrifugiert. 900 pi des Uberstandes wurden 
mit 12 pg fiuoreszenzmarkiertem Casein (Fa. Molecular Probes, Gottingen) in 100 pi 
20 rnM Dinatriumhydrogenphosphatpuffer (pH 2,0) versetzt. Die Gegenwart 
proteolytischer Pepsinaktivitat zeigt sich an der Zunahme der Fluoreszenz bei einer 
5 Anregungswelleniange von 480 nm und bei einer Emissionswellenlange von 510 
nm. Die Messungen zeigten, dass durch die alkaiisierende Wirkung des Dentins der 
pH soweit ins Alkalische verschoben wurde, so dass keine Pepsinaktivitat mehr 
feststellbar war. 

10 Ausfuhrunqsbeispiel 3 

Aktivitatsterminierung durch Diffusionshemmung 

Es wurde Agarose gekoppeltes Pepsin verwendet, kommerziell erhaltlich bei der Fa. 
Sigma-Aldrich, Deisenhofen. Hiervon wurden 10 pg in die wassrige Phase von 
Prompt L-Pop (ESPE Dental AG, Seefeid) gegeben. Nach Herstellervorschrift wurde 
15 die wassrige Phase mit der zweiten Komponente des Bondings vermischt. Die 
Mischung wurde in eine 96er-Mikrotiterplatte uberfuhrt und mit einer Elipar Highlight 
Beleuchtungseinheit (Fa. ESPE Dental AG, Seefeid) durch Lichtpolymerisatiqn (40 
sec) ausgehartet. 

Die Bondingschicht wurde mit 100 pi Dinatriumhydrogenphosphatpuffer (50 mM, pH 
20 2,0), enthaltend 5 pg fluoresenzmarkiertes Casein (Fa. Molecular Probes) Ober- 
schichtet. Nach 30 min wurde mit einer Pipette 90 pi von der Bondingoberfiache 
entnommen und mit 110 pi des Dinatriumhydrogenphosphatpuffers vermischt. Die 
Fluoreszenzzunahme wurde bei 510 nm Emission (Anregung bei 480 nm) 
gemessen. Die Zunahme der relativen Fluoreszens urn 30 % zeigte an, dass an der 
25 Oberflache der Bondingschicht proteolytisch aktives Pepsin vorlag. 

Es wird somit gezeigt, dass das Enzym aktiv bleiben kann, aber die Mobilitat des 
Enzyms durch Kopplung an Agarose eingeschrankt wird und das Enzym somit nicht 
in tiefere Schichten des Dentins wandern kann. 

In einem Kontrollversuch wurde die ausgehartete Pepsin/Bondingschicht (Prompt-L- 
30 Pop, ESPE Dental AG, Seefeid) mit 100 pi Dinatriumhydrogenphosphatpuffer (50 
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mM. pH 2,0) Oberschichtet. Nach 30 min wurde mil einer Pipette 90 ul von der 
Bondingoberfiache entnommen und mit 110 ul des Dinatriumhydrogenphophatpuffer 
enthaltend 5 ug fluoreszenzmarkiertes Casein (Fa. Molecular Probes) vermischt. Die 
relative Fluoreszenz wurde bei 510 nm Emission (Anregung bei 480 nm) bestimmt. 
5 im Vergleich zur Kontrollprobe, die 5 ug fluoreszenzmarkiertes Casein in 200 pi 
MeBlosung enthielt, konnte keine Fluoreszenzzunahme beobachtet werden. Dies 
belegt, dass an Agarose gekoppeltes Enzym die ausgehartete Bondingschicht nicht 
verlassen kann. 

10 Ausfuhrunqsbeispiel 4 

Die Vorbereitung der Rinderzahne und der Prtiffelder auf den Rinderzahnen wurde 
unter "Vorbereitung Rinderzahne" beschrieben. EBS-Multi der Fa. ESPE Dental AG, 
Seefeld beinhaltet neben einem Atzgel, eine Primer-Losung und eine Bonding- 
Losuhg. In 1 ml Primer-Losung wurde 1 mg Kollagenase aus Clostridium 

15 histolytikum Typ la (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen Katalog 1999) gelost. In das 
Pruffeld wurde nach Gebrauchsanweisung das Bonding EBS-Multi eingebracht, 
wobei vergleichend der Primer mit Kollagenase und ohne Kollagenase verwendet 
wurde. AnschlieBend wurde nach der Gebrauchsanweisung des Herstellers eine 
Fullung Pertac (Fa. ESPE Dental AG, Seefeld) eingebracht. Nach 24-stundiger 

20 Lagerung bei 36°C und 100% Luftfeuchtigkeit wurden die Wachsplattchen entfemt 
und die Prufkorper in einem Zugversuch (Zwick-Universalprufmaschine) abgezogen. 

Der durchschnittliche Haftwert von 5 Rinderzahnen, der mit der Primer- Variants 
ohne Kollagenase erzielt wurde, betrug 3,96 MPa mit einer Standardabweichung 
von 31 %. Der durchschnittliche Haftwert der mit der Primer-Variante mit Kollage- 
25 nase erzielt wurde, betrug 1 0,5 MPa mit einer Standardabweichung von 8,7 %. 

Durch Integration der Kollagenase in den ein Primer-System konnten somit 
signifikant die Haftwerte erhoht und die Standardabweichung der Haftwerte 
verringert werden. 
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Ausfuhrunqsbeispiel 5 

Die Vorbereitung der Rinderzahne und der Pruffelder auf den Rinderzahnen wurde 
unter "Vorbereitung Rinderzahne" beschrieben. Prompt L-Pop (Fa. ESPE Dental 
AG, Seefeld) besteht aus einer wassrigen Phase und einer Polymermonomerphase, 
5 die in einer Blisterverpackung in zwei getrennten Kammern vorgehalten werden. 

Aus einer Reihe von Blistern wurden die Fiiissigkeiten entnommen. Die wassrige 
Phase wurde mit Pepsin bis zu einer Konzentration von 5 mg pro ml angereichert. 
Wassrige Phase und Polymermonomerphase wurden in einem Verhaltnis von 1:5 
gemischt, so dass die Endkonzentration von Pepsin 1 mg pro ml Bonding erreicht 
jo wurde. 

In das Pruffeld wurde nach Gebrauchsanweisung das Bonding Prompt L-Pop 
eingebracht, wobei vergleichend die wassrige Phase einmal mit und einmal ohne 
Pepsin-Zusatz verwendet wurde. AnschlieBend wurde nach der Gebrauchs- 
anweisung des Herstellers eine Fullung Hytac (Fa. ESPE Dental AG, Seefeld) 
15 eingebracht. Nach 24-stundiger Lagerung bei 36°C und 100% Luftfeuchtigkeit 
wurden die Wachsplattchen entfernt und die Prufkorper in einem Zugversuch (Zwick- 
Universaiprufmaschine) abgezogen. 

Der durchschnittliche Haftwert von 5 Rinderzahnen, der mit der Prompt L-Pop 
Variante ohne Pepsin erzielt wurde, betrug 4,1 MPa mit einer Standardabweichung 
20 von 39 %. Der durchschnittliche Haftwert von 5 Rinderzahnen, der mit der Prompt L- 
Pop Variante mit Pepsin erzielt wurde, betrug 5,9 MPa mit einer Standard- 
abweichung von 9 %. 

Durch Integration von Pepsin in ein Bonding konnten somit signifikant die Haftwerte 
erhoht und die Standardabweichung der Haftwerte erniedrigt werden. 

25 

Verqleichsbeisoiele ; 

Im ersten Versuch wurden die Rinderzahne ohne weitere Behandlungsschritte dem 
unten beschriebenen Bonding- und Fullungsverfahren unterzogen. Es erfolgte dann 
die Uberprufung des Haftverbundes erfoigt durch einen Haftabzugsversuch mit einer 
30 Zwick-Universalprufmschiene. 
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lm zweiten Versuch wurden die Rinderzahne mit einer Koliagenaselosung 
behandelt. Eingesetzt wurde eine kommerziell erhaltliche Kollagenase aus 
Clostridium histolytikum Typ la (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Katalog 1999). Auf 
jeden Rinderzahn wurden jeweils 50 ug Kollagenase in 50 ul Dinatriumhydrogen- 
5 phosphatpuffer (pH 7,0; 50 mM) mittels Pipette in das Pruffeld aufgebracht. Nach 
fiinf-minutiger Inkubation wird die Kollagenase-Losung grundlich abgespiilt. Es folgt 
das unten beschriebene Bonding- und Fuliungsverfahren und dann die Oberprufung 
des Haftverbundes durch einen Haftabzugsversuch mit einer Zwick-Universalpruf- 
maschiene 

10 lm dritten Versuch werden die Rinderzahne nach dem selben Verfahren behandelt 
wie im zweiten Versuch beschrieben. Diesmal betragt die Inkubationszeit 25 min. 

Bondinq-und Fuliungsverfahren 

In das Pruffeld wurde nach Gebrauchsanweisung das Bonding EBS-Multi® (Fa. 

15 ESPE Dental AG, Seefeld) eingebracht und anschlieBend wurde nach Gebrauchs-: 
anweisung des Herstellers eine Fullung mit Hytac® (Fa. ESPE Dental AG, Seefeld) 
eingebracht. Nach 24-stundiger Lagerung bei 36°C und 100% Luftfeuchtigkeit 
wurden die Wachspiattchen entfernt und die Prufkorper in einem Zugversuch (Zwick- 
Universalprufmaschine) abgezogen. Die dabei ermittelten durchschnittlichen 

20 Dentinhaftwerte von jeweils funf Rinderzahnen sind Abbildung 1 zu entnehmen. 

Legende zu Abbildung 1 

Auf der Y-Achse werden die ermittelten durchschnittlichen Haftwerte der 
Haftversuche auf Rinderdetin in MPa angegeben. Die X-Achse wird entsprechend 
25 den drei durchgefuhrten Versuchen nach Inkubationszeiten mit der Kollagenase- 
Losung unterteilt. 0 min: keine Kollagenase-lnkubation; 5 min: Kollagenase- 
Inkubation fur 5 min; 25 min: Kollagenase-lnkubation fur 25 min. Unter jedem 
Ergebnisbalken ist eine REM-Aufnahme der bei der Behandlung entstehenden 
Dentinoberflache abgebildet. 
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Rdntqenelektronenmikroskopische Untersuchung 

Jeweils ein Rindetzahn wurde nach dem fur die Versuche eins, zwei und drei 
beschriebenen Verfahren behandelt. Das Bonding- und FQIIungsverfahren wurden 
5 nicht durchgefuhrt. Die Zahne wurden getrocknet und mit einern Gerat der Fa. 
Balzers Union bespatter! AnschlieBend wurden die behandelten Rinderdentin- 
oberflachen mit einem REM-Gerat der Fa. Hitachi mikroskopisch untersucht. 
Abbildungen der Oberflachen sind in Abbiidung 1 in einer 1000-fachen 
VergroBerung zu sehen. 
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Patentanspriiche 

1. Oberfiachenbehandlungsmittel, umfassend ein Enzym und ein die Enzymaktivitat 
begrenzendes Mittel. 

5 2. Oberfiachenbehandlungsmittel nach Anspruch 1 , enthaltend mindestens eine 
Substanz gewahlt aus: Fullstoffe, Farbstoffe, FlieBmodifikatoren, Stabilisatoren, 
Initiatoren, Losungsmittel, ionenabgebende Substanzen, bakterizid oder 
antibiotisch wirksame Substanzen, die Rontgenopazitat erhohende 
Verbindungen. 

io 3. Oberfiachenbehandlungsmittel nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei 
das die Enzymaktivitat begrenzende Mittel gewahlt ist aus Sauren, Basen, 
Puffern, polymerisierbare Substanzen, radikalbildenden Stoffen, Salzen, 
oxidierbaren oder reduzierbaren Stoffen, Proteasehemmem, nicht-kollagen- 
modifizierenden Enzymen und/oder diffusionshemmenden Stoffen. 

15 4. Oberfiachenbehandlungsmittel nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei 
das Enzym gewahlt ist aus der Gruppe der Peptidasen, Peptidylpeptidasen, 
Dipetidasen, Dipeptidylpeptidasen, Oiigopeptidasen, Proteinasen, Endopepti- 
dasen, Exopeptidasen, Serinpeptidasen, Cysteinpeptidasen, Aspartatpeptidasen, 
Metallopeptidasen. 

20 5. Kit, enthaitend ein Oberfiachenbehandlungsmittel nach einem der vorstehenden 
Anspruche und mindestens einen Bestandteil gewahlt aus: Bondingmaterial, 
Primer, Saure, weiteres Zahnkonditionierungsmittel und/oder Fuliungsmaterial. 

6. Verwendung von die Enzymaktivitat begrenzenden Mitteln zur Herstellung eines 
Oberflachenbehandlungsmittels in einem Verfahren zur Oberflachenbehandlung 

25 von Hartgewebe unter Verwendung eines Mittels, enthaltend ein Enzym, wobei 
das enzymhaltige Mittel auf dem Hartgewebe verbleibt. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei das die Enzymaktivitat begrenzende Mittel 
gewahlt ist aus: Sauren, Basen, Puffern, polymerisierbare Substanzen, Salzen, 
radikalbildenden. Stoffen, oxidierbaren oder reduzierbaren Stoffen, Protease- 
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hemmem, nicht-kollagenmodifizierenden Enzymen, diffusionshemmenden 
Stoffen und/oder Temperaturerhohung. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 7, wobei das Enzym gewahlt 1st 
aus: der Gruppe der Peptidasen, Peptidylpeptidasen, Dipetidasen, Dipeptidyl- 
peptidasen, Oligopeptidasen, Proteinasen, Endopeptidasen, Exopeptidasen, 
Serinpeptidasen, Cysteinpeptidasen, Aspartatpeptidasen, Metallopeptidasen. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 8, wobei es sich bei dem 
Hartgewebe um Zahnsubstanz handelt. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 9, wobei das Verfahren zur 
Oberflachenbehandlung das Aufbringen mindestens eines Materials umfasst, 
gewahlt aus: Bonding, Primer, Conditioner, Fullungsmateriai. 

11. Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 10, wobei das Mittel vor der 
Oberflachenbehandlung durch Mischen eines Enzyms und eines die 
Enzymaktivitat begrenzenden Mittels hergestellt wird. 

12. Verfahren zur Oberflachenbehandlung von Hartgewebe, umfassend die Schritte: 
a) Auftragen eines Oberflachenbehandlungsmittels, enthaltend ein Enzym und 
gegebenenfalls ein die Enzymaktivitat begrenzendes Mittel, b) Uberschichten des 
Mittels aus Schritt a) mit einem Material gewahlt aus: Bondingmaterial, Primer, 
Saure, Zahnkonditionierungsmittel und/oder Fullungsmateriai, wobei das 
Oberflachenbehandlungsmittel auf dem Hartgewebe verbleibt und die Aktivitat 
des Enzyms durch das die Enzymaktivitat begrenzende Mittel aus Schritt a) 
und/oder durch das Oberschichten des Mittels aus Schritt a) mit dem Material 
aus Schritt b) begrenzt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei es sich bei dem Hartgewebe um 
Zahnsubstanz handelt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 13, wobei das oder die Enzyme 
gewahlt sind aus der Gruppe der Peptidasen, Peptidylpeptidasen, Dipetidasen, 
Dipeptidylpeptidasen, Oligopeptidasen, Proteinasen, Endopeptidasen, Exopepti- 
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dasen, Serinpeptidasen, Cysteinpeptidasen, Aspartatpeptidasen, Metallopepti- 
dasen. 

15.Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, wobei die Aktivitat des Enzyms 
begrenzt wird durch die Bildung von Radikalen, die Anderung des pH-Wertes, 
der Temperatur, der Saizkonzentration, des Losungsmitteis, des Redox- 
potentials, einer Modifikation der katalytischen Gruppe des verwendeten 
Enzyms, Zusatz von Proteasehemmern, Bindung des Enzyms an diffusions- 
hemmende Stoffe, Einpolymerisation in diese und/oder den Zusatz von nicht 
kollagenmodifizierenden Enzymen. 
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